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Industrijska konoplja (Cannabis sativa L.) je enoletna poljščina, ki izvira iz Azije 
(Frassinetti, 2018). Je že dolgo poznana rastlina, ki jo je človek uporabljal za različne 
namene; konopljina vlakna za oblačila in gradbeni material, semena za prehrano in kot vir 
esencialnih olj ter konopljine sekundarne metabolite za farmacevtsko industrijo (Linger in 
sod., 2002). Trenutno se konoplja ponovno uveljavlja zaradi visoke vsebnosti 
fitokemikalij, vlaken in kmetijskih lastnosti, kot so dobra odpornost na sušo in škodljivce, 
razvit koreninski sistem in manjše potrebe po vlagi v primerjavi z drugimi pridelki, kot je 
na primer bombaž (Van Bakel in sod., 2011).  
 
Nedavne študije so pokazale, da lahko kaljenje izboljša prehransko in zdravilno vrednost 
užitnih semen. Pri tem potekata katabolizem in razgradnja glavnih makrohranil, med katere 
sodijo ogljikovi hidrati, proteini in maščobne kisline. Na podlagi tega se poveča vsebnost 
enostavnih sladkorjev, prostih maščobnih kislin in organskih kislin. Po drugi strani lahko 
pride do zmanjšanja antinutritivnih in neprebavljivih faktorjev, kot so inhibitorji proteaz in 
lecitin. Kaljenje vpliva tudi na kopičenje nekaterih sekundarnih produktov v semenih, kot 
so vitamin C in polifenoli. Kaljenim semenom pripisujejo izboljšane bioaktivne učinke, 
značilno je antioksidativno, antidiabetično in antikancerogeno delovanje (Singh in Sharma, 
2017).  
 
Antioksidanti varujejo celice pred oksidativnim stresom, ki ga sprožijo prosti radikali. V 
žitih se nahajajo številne spojine z antioksidativnimi lastnostmi, vključno z vitamini, 
steroli, fenolnimi spojinami ter fitinsko kislino. Skupek teh antioksidativnih komponent, ki 
so prisotne v različnih semenskih tkivih, predstavljajo pri ljudeh potencialno zaščito proti 
oksidativnemu stresu. Med kaljenjem prihaja do sprememb v žitnem zrnu, poteka sinteza 
in aktivacija encimov, kar privede do povečanja vsebnosti fenolnih spojin in posledično 
izboljšanja antioksidativne učinkovitosti (Singh in Sharma, 2017). 
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1.1 CILJ NALOGE 
 
V okviru diplomske naloge želimo določiti antioksidativno učinkovitost izvlečkov 
nekaljenih konopljinih semen in kaljenih 24, 48, 72 in 96 ur. Cilj naloge je primerjati 
antioksidativno učinkovitost izvlečkov v homogenem okolju in emulziji, z uporabo dveh 
metod, ki sta osnovani na različnem mehanizmu delovanja. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predpostavljamo, da se bo antioksidativna učinkovitost izvlečkov iz nekaljenih in kaljenih 
semen industrijske konoplje razlikovala ter da bo čas kaljenja značilno vplival na količino 
antioksidantov. Pričakujemo razlike v antioksidativni učinkovitosti izvlečkov med 
homogenim in heterogenim modelnim sistemom, ki vsebujeta proste radikale.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 INDUSTRIJSKA KONOPLJA 
 
Konoplja je zelnata rastlina, ki lahko zraste od 1 do 6 metrov. Sama rast je odvisna od 
različnih faktorjev, kot so okoljski in agronomski pogoji ter od same sorte rastline. V času 
rasti rastlina tvori togo, olesenelo steblo. Morfologija rastline se razlikuje glede na gostoto 
sejanja, kjer pri gostem sejanju dobimo tanjša stebla in manjšo razvejanost rastline. Pri 
redkejšem sejanju pa dobimo večjo razvejanost rastline z debelejšim steblom, kar je 
značilno za produkcijo semen, iz katerih pridobivamo olje. Konoplja je diploid in je 




Zgodovina konoplje sega v leto 4000 pr. n. št.. Uporabljali so jo Kitajci za izdelavo papirja 
ter oblačil iz vlaken. Na območju Indije in Bližnjega vzhoda so nabirali smolo, ki jo 
izločajo žleze na stebelnih in cvetnih listih. Ta je služila kot sredstvo za omamljanje, 
posušeni vršički ženskih rastlin pa so služili pridobivanju hašiša. Konopljina vlakna so bila 
popularna tudi med Grki in Rimljani, kateri so iz njih pridelovali vreče, oblačila in jadra, 
semena pa so uporabili za izdelavo konopljinega olja. Po odkritju Amerike se je konoplja 
hitro razširila po celotni celini Novega sveta, osvajanje novih ozemelj pa je k temu še 
pripomoglo, saj so jo uporabljali za izdelovanje platnenih jader (Kocjan Ačko, 1999).  
 
Kljub tisočletni tradiciji pridelovanja konoplje za vlakna, semena, olje in zdravila, se je v 
začetku 20. stoletja konoplja umaknila iz kulture in gospodarstva. Veliko bolj so se 
uveljavila cenejša vlakna predivnic, kot so sisal, jutovec, manila in bombažne tkanine. 
Konopljin papir pa so zamenjala lesna celulozna vlakna. Delni krivec za upad industrijske 
konoplje na začetku 20. stoletja je tudi delta-9-tetrahidrokanabinol (THC), ki ga vsebujejo 
ženski cvetovi in listi konoplje. Ker se je kajenje marihuane razširilo, so v ZDA leta 1937 
prepovedali pridelovanje konoplje, nakar se je prepoved razširila tudi na države zahodne 
Evrope (Kocjan Ačko, 2015).  
 
2.3 RAZLIKOVANJE MED INDUSTRIJSKO IN INDIJSKO KONOPLJO 
 
Tako industrijska kot indijska konoplja spadata pod isto vrsto rastline Cannabis sativa L., 
vendar se razlikujeta po različni vsebnosti THC (Sawler in sod., 2015). C. sativa subsp. 
Indica, lahko vsebuje do 20 % psihoaktivne komponente THC, medtem ko je za 
industrijsko konopljo (C. sativa subsp. sativa) značilna precej nižja vsebnost THC (Andre 
in sod., 2016). Za pridelovanje konopljinih vlaken in semen, vsebnost THC-ja v večini 
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evropskih držav ne sme presegati 0,2 % v suhi snovi (Russo in Reggiani, 2013). Pri 
razlikovanju obeh vrst pa je pomembno tudi razmerje vsebnosti THC in kanabidiola 
(CBD), ki mora biti pri sortah za drogo 2:1, pri sortah za uporabo vlaken pa 1:5 (Kocjan 
Ačko, 2015).  
 
2.4 KONOPLJINA SEMENA 
 
Semena predstavljajo odličen vir hranil, saj vsebujejo esencialne aminokisline in maščobne 
kisline v zadostni količini ter ugodnem razmerju, da zadostijo človeškim prehranskim 
zahtevam (Werz in sod., 2014). So bogata z minerali (fosfor, kalij, natrij, magnezij, žveplo, 
kalcij, železo in cink)  in vitaminom E, saj ga vsebujejo 90 mg/ 100 g (Callaway, 2004). 
 
Za konopljo je značila visoka vsebnost polinenasičenih maščobnih kislin (80 %), med 
katerimi prevladujeta linolna (ω-6) in α-linolenska (ω-3) kislina. ω-3 kislina ima veliko 
pozitivnih učinkov. Med njimi so delovanje proti raku, protivnetni učinek, preprečevanje 
tromboze, spodbujanje  osnovnega metabolizma in pospeševanje izgorevanja maščob 
(Russo in Reggiani, 2013). Olje konopljinih semen ima primerno razmerje ω-6/ω-3 
maščobnih kislin, ki je približno 3:1 (Callaway, 2004). Do sedaj je edino konoplja znana 
po tem, da vsebuje naravni vir γ-linolenske kisline (Fike, 2016). Poleg tega pa so 
konopljina semena in produkti le-teh poznani tudi kot živila, ki vsebujejo koristne 
antioksidante (Chen in sod., 2012).   
 
2.5 UPORABA KONOPLJE 
 
Pri industrijski konoplji za predelavo v glavnem uporabljajo semena in steblo. Semena 
izkoriščajo za pridelavo olja, ki se ga lahko uporablja za prehrano, v kozmetiki, za gorivo, 
barve in za maziva. Stranski produkt semen predstavlja semenska pogača, ki jo uporabljajo 
pri hranjenju živali, kot proteinski prah, za brezglutensko moko in pri izdelavi piva 
(Rehman in sod., 2013). Ti sekundarni stranski produkti pa dandanes pridobivajo tudi 
čedalje večji pomen v prehrani ljudi (Andre in sod., 2016). 
 
Konoplja lahko proizvede velike količine biomase v kratkem času, pri čemer steblo 
zagotovi vlakna celuloze in lesa. Jedro je večinoma iz lignina, medtem ko skorja vsebuje 
dolga vlakna bogata s celulozo, ki jih imenujemo ličje (Guerriero in sod., 2013). Lesnata 
vlakna konoplje uporabljajo za živalsko steljo, saj imajo veliko vpojno kapaciteto in 
predstavljajo material, podoben betonu.  
 
Konopljina vlakna spadajo med ena najmočnejših naravnih vlaken. Večinoma jih 
uporabljajo pri izolaciji, za biokompozite in v avtomobilski industriji. V preteklosti so 
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večino vlaken uporabili za pridelavo posebne celuloze in papirja. Ker so imela vlakna 
dokaj visoko ceno, je bila njihova uporaba v glavnem omejena na izdelavo cigaret ter  
papir za biblijo, tehnične filtre in bančne listine (Carus, 2017). 
 
Konopljino ličje uporabljajo na področju biokompozitov in služijo kot nadomestilo za 
steklena vlakna. Avtomobilska industrija je zelo naklonjena uporabi konopljinega lesa pri 
izdelavi bioplastike, saj dobimo material močnejši  in lažji od polipropilena (Andre in sod., 
2016). Konopljina vlakna uporabljajo tudi pri izolaciji, izdelavi lahkih vlaknatih desk, 




Celotno seme je bogat vir vlaknin, vitaminov, mineralov in zadosten vir bioaktivnih 
fitokemikalij, kot so fenoli, karotenoidi, vitamin E, lignani, beta-glukani, inulin, rezistentni 
škrob, steroli in fitati. Za nekatere izmed njih se smatra, da takoj lovijo proste radikale, 
medtem ko imajo druge spojine vlogo kofaktorjev antioksidativnih encimov ali indirektnih 
antioksidantov. S tem pripomorejo k zaželenim učinkom na zdravje in lahko zmanjšajo 
tveganje za nastanek kroničnih bolezni (Singh in Sharma, 2017). 
 
Kaljenje je naravni biološki proces in tradicionalna metoda, ki se uporablja za izboljšanje 
prehranskih, funkcionalnih in senzoričnih lastnosti žitnih zrn, vključno s porastom 
mikrohranil. Za aktivacijo zrn potrebujemo minimalne okoljske pogoje, kot so primerna 
vlažnost, dostopnost kisika za aerobno respiracijo, ustrezna temperatura ter zadosten čas za 
različne metabolne procese (Singh in Sharma, 2017). 
 
Biološka aktivacija zrna sproži porast hranilne vrednosti in s tem poveča biološko 
razpoložljivost prehranskih komponent, vitaminov in drugih biološko aktivnih substanc. 
Aktivni encimi razgradijo škrob, vlakna in proteine, kar vodi do povečane količine 
prebavljivih komponent ter izboljšanja funkcionalnih lastnosti (Singh in Sharma, 2017). 
 
2.7 ANTIOKSIDATIVNA UČINKOVITOST 
 
Antioksidant lahko poimenujemo vsako snov, ki odloži, prepreči ali odstrani morebitne 
oksidativne poškodbe tarčne molekule. Fiziološka vloga teh spojin pa je preprečiti 
poškodbe celičnih komponent, ki v organizmu nastanejo kot posledica kemičnih reakcij s 
prostimi radikali (Procházková in sod., 2011). 
 
Antioksidativna učinkovitost je ena najpogosteje preiskovanih lastnosti v kaljenih semenih 
in poganjkih, saj je znano, da se lahko med kaljenjem le-ta spremeni. Za ocenitev 
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antioksidativnega potenciala se lahko uporablja več različnih metod. Literaturni viri 
navajajo, da lahko kaljenje izboljša antioksidativno učinkovitost kaljenih semen v 
primerjavi z nekaljenimi semeni. To predpisujejo predvsem zvišani količini 
antioksidativnih komponent v kaljenih semenih, med katere uvrščamo nekatere vitamine in 
polifenole (Gan in sod., 2017). 
 
Poleg tega, da so antioksidativne komponente naravnega izvora, je pomembno tudi, da so 
te v pravem razmerju (Singh in Sharma, 2017).  
 
2.8 FENOLNE SPOJINE 
 
Polifenoli so skupina manjših molekul, katerih struktura vsebuje vsaj eno fenolno skupino. 
Pri rastlinah so polifenoli v topni obliki ali pa so vezani na druge molekule. Večina 
raziskav je pokazala, da lahko kaljenje v kaljenih semenih in poganjkih privede do 
postopnega kopičenja topnih fenolov v primerjavi z nekaljenimi semeni (Gan in sod., 
2017).  
 
2.8.1 Fenolne spojine v oljnicah 
 
Oljnice vsebujejo naravni vir antioksidantov, med katere sodijo tokoferoli, tokotrienoli, 
fosfolipidi, fenolne spojine in steroli. Vsebnost antioksidativnih spojin je ponavadi 
največja v tistih delih rastline (lupina, seme, pecelj, listi), ki jih smatramo za odpadne 
produkte. Semena žitaric in oljnic vsebujejo tudi veliko vlaknin, ki skupaj s fenolnimi 
spojinami učinkujejo antioksidativno in se imenujejo tudi »vlakninski antioksidanti« 
(Abramovič, 2011). 
 
2.8.2 Fenolne spojine v konoplji 
 
Fenolne spojine predstavljajo veliko različnih struktur, vključno s fenolnimi kislinami kot 
so derivati hidroksibenzojske in hidroksicimetne kisline, flavonoidi, med katere spadajo 
flavonoli in flavoni, stilbeni in lignani. V konoplji so identificirali približno 20 
flavonoidov, večinoma flavone in podvrste flavonolov, v hidrofilnih izvlečkih konopljinih 
semen  pa so nedavno našli lignane. Semena konoplje vsebujejo 20-krat manj skupnih 
lignanov, kot semena lana, ki so dobro znan vir le-teh. Oluščena semena konoplje pa 
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2.8.3 Zdravilni učinki fenolnih spojin 
 
Fenolne komponente se pod določenimi fiziološkimi pogoji v rastlinah obnašajo kot 
antioksidanti in varujejo rastline pred oksidativnim stresom. Pri ljudeh je dokazano, da 
obstaja povezava med zaužitjem prehranskih fenolnih komponent in zmanjšano 
pogostostjo pojavljanja kroničnih bolezni, kot so rak, kardiovaskularne in 
nevrodegenerativne bolezni. Kljub temu pa ti pozitivni učinki ne morejo biti popolnoma 
pojasnjeni samo na podlagi antioksidativnih lastnosti, ki jih prispevajo fenoli, saj so ti 
slabo biološko razpoložljivi. Flavoni in flavonoli, prisotni v konoplji vplivajo na širok 
spekter bioloških učinkov, vključno z lastnostmi, ki jih prispevajo terpeni in kanabinoidi 
(Andre in sod., 2016).  
 
2.9 METODE ZA DOLOČANJE ANTIOKSIDATIVNE UČINKOVITOSTI  
 
Pri diplomski nalogi smo za določitev antioksidativne učinkovitosti izvlečkov konopljinih 
semen uporabili dve metodi - metodo določanja sposobnosti lovljenja DPPH• radikala in 
metodo razbarvanja β-karotena. 
 
2.9.1 Določanje sposobnosti lovljenja radikala DPPH• 
 
Pri tej metodi uporabimo 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH•). Ta se uporablja za 
preiskovanje spojin, ki delujejo kot lovilci prostih radikalov in tako ovrednotijo njihovo 
antioksidativno učinkovitost. Metoda je osnovana na redukciji DPPH•, ki je stabilen prost 
radikal. Molekula DPPH• z neparnim elektronom ima absorbcijski maksimum pri 517 nm 
in daje vijolično barvo. Pri reakciji z antioksidantom se DPPH• poveže z donorjem vodika 
in se reducira v DPPH-H, pri čemer se absorbanca zmanjša. Sprememba radikalne v 
DPPH-H obliko se kaže v spremembi barve v rumenkasto zaradi sprejetja elektronov 
(Shekhar in Anju, 2014).  
 
2.9.2 Razbarvanje β-karotena                  
 
Metoda temelji na izgubi barve raztopine β-karotena, zaradi reakcije s peroksilnimi 
radikali, ki nastanejo pri oksidaciji linolne kisline v emulziji. Stopnja razbarvanja β-
karotena pa se lahko zmanjša ob prisotnosti antioksidantov (Carciochi in sod., 2014). 
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3.1.1 Izvlečki konopljinih semen  
 
Diplomska naloga je bila del širše raziskave. Pri analizi smo uporabili izvlečke zmletih 
razmaščenih konopljinih semen. Konopljina semena so kalili (delo drugega študenta) 24, 
48, 72 in 96 ur. Izvlečki (slika 1) so bili pripravljeni (delo drugega študenta) z uporabo 
99,9 % metanola v razmerju 1:10 (w/v).  
 




 Linolna kislina (čistost ≥ 99 %, Sigma,  Nemčija) 
 Tween 20 – polioksietilen sorbitan monolavrat (Sigma, Nemčija) 
 Kloroform (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 β-karoten (čistost ≥ 93 %, Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Etanol (96 %, Honeywell Riedel-de Haën, Nemčija) 
 Metanol (Merck KGaA, Nemčija) 
 DPPH• reagent (Aldrich, Nemčija) 
 




 Erlenmajerica (100 ml) 
 Alu-folija 
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 Merilni valj 
 Bučka za rotavapor (100 ml) 
 Rjava reagentna steklenička 





 Bučka (100 ml) 
 Para film 
 Kapalke 
 Stojalo za epruvete 
 Stojalo za kivete 
 Magnetki 
 
3.1.4 Aparature  
 
 Rotavapor (Büchi Rotavapor rl44) 
 Termostat (Dry bath system, StarLab) 
 Spektrofotometer (Hewlett-Packard) 
 Analitska tehtnica (Mettler Toledo AT201) 
 Vrtinčnik (VWR) 
 Hladilnik (Gorenje, Slovenija) 




3.2.1 Določanje sposobnosti lovljenja radikala DPPH• 
 
Pri določanju antioksidativne učinkovitosti smo uporabili metodo, ki jo je opisal Brand-
Williams in sodelavci (1995). 
 
Pri pripravi raztopine DPPH• smo v ladjico zatehtali 3,94 mg DPPH• in ga z metanolom 
kvalitativno prenesli v 100 ml bučko, dopolnili do oznake ter premešali na magnetnem 
mešalu. Za analizo vzorcev smo spektrofotometer najprej umerili na slepi vzorec, ki je 
vseboval le metanol. Za kontrolni vzorec smo v epruveto odpipetirali 2,9 ml raztopine 
DPPH• in 0,1 ml metanola ter izmerili absorbanco.  
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Izvlečke smo temperirali na sobno temperaturo in jih premešali na vrtinčniku. Nato smo 
odpipetirali 0,1 ml ustreznega izvlečka v stekleno epruveto ter dodali 2,9 ml raztopine 
DPPH• in dobro premešali. Čas smo začeli meriti ob dodatku raztopine DPPH•. Reakcijsko 
mešanico smo takoj prelili v kiveto in ji izmerili absorbanco pri času 2, 5, 10, 15, 20, 25, 
30, 40, 50 in 60 min. Postopek smo opravili z izvlečki nekaljenih in semen kaljenih 24, 48, 
72 in 96 ur. Po končanem merjenju vzorcev smo ponovno izmerili absorbanco za kontrolni 
vzorec. Absorbanco vseh vzorcev smo merili pri valovni dolžini 517 nm.  
 
Ker je prost radikal DPPH• občutljiv na svetlobo, smo imeli tekom analize vse pripravljene 
raztopine ovite v alu-folijo ali postavljene v temo.  
 
3.2.1.1 Izračun sposobnosti lovljenja DPPH• radikala  
 
Zanimal nas je delež DPPH• v reakcijski mešanici (wpreostal DPPH•), ki po določenem času 
inkubacije ni reagiral s preiskovanim vzorcem. Izračunali smo ga tako, da smo absorbanco 
vzorca ob določenem času (Avz517(t=x)) delili z absorbanco kontrolnega vzorca (Ak517) ter 
množili s 100. Rezultat smo podali v odstotkih preostalega DPPH•. Izračunali smo ga po 
formuli: 
 
𝑊𝑝𝑟𝑒𝑜𝑠𝑡𝑎𝑙𝑖 𝐷𝑃𝑃𝐻 • =
Avz517(t=x)
Ak517
× 100%                                                                  ... (1) 
 
Za nazornejšo primerjavo antioksidativne učinkovitosti vzorcev v homogenem okolju smo 
rezultate predstavili v obliki deleža ulovljenega DPPH•, za katerega velja: 
 
 𝑊𝑢𝑙𝑜𝑣𝑙𝑗𝑒𝑛𝑖 𝐷𝑃𝑃𝐻 • = 100 − 𝑊𝑝𝑟𝑒𝑜𝑠𝑡𝑎𝑙𝑖 𝐷𝑃𝑃𝐻 •             …(2)  
 
3.2.2 Razbarvanje β-karotena  
 
Uporabili smo metodo opisano s strani Moure in sodelavcev (2000).  
 
Za pripravo raztopine β-karotena v kloroformu, smo zatehtali 2 mg β-karotena in ga 
raztopili v 10 ml kloroforma. Za emulzijo z β-karotenom smo v 100 ml bučko za rotavapor 
odpipetirali 1 ml kloroformne raztopine β-karotena, dodali 0,02 ml linolne kisline, 0,2 ml 
reagenta Tween 20 ter premešali. Bučko smo prenesli na rotavapor in pri 40 °C in tlaku 
50 mbar odparili kloroform. Preostanek v bučki po odparevanju smo raztopili v 50 ml 
bidestilirane vode, nasičene s kisikom. Emulzija za slepi vzorec je vsebovala 0,02 ml 
linolne kisline, 0,2 ml Tweena 20 in 50 ml bidestilirane vode.  
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Potrebovali smo dva slepa vzorca. Slepi vzorec za kontrolo je vseboval 5 ml emulzije za 
slepi vzorec in 0,2 ml etanola. Slepi vzorec za izvlečke pa je vseboval 5 ml emulzije za 
slepi vzorec, 0,05 ml izvlečka nekaljenih semen ter 0,15 ml etanola. Za kontrolni vzorec 
smo odpipetirali 5 ml emulzije z β-karotenom in 0,2 ml etanola. 
 
Emulzijo z izvlečkom smo pripravili za vse vzorce (izvlečki nekaljenih in kaljenih semen 
24, 48, 72, 96 ur) tako, da smo v epruvete odmerili 5 ml emulzije z β-karotenom, 0,05 ml 
ustreznega izvlečka ter 0,15 ml metanola.  
 
Vse epruvete smo inkubirali v vodni kopeli pri 50 °C (slika 2). Izmerili smo absorbanco 
kontrolnega vzorca proti slepemu vzorcu za kontrolo, ter nato še absorbance emulzij z 
izvlečkom proti slepemu vzorcu za izvlečke. Vzorce smo prelili v kivete (po izmerjeni 
absorbanci smo vzorec prelili nazaj iz kivete v epruveto in ga inkubirali dalje) in jim ob 
ustreznih časovnih intervalih (pri času 0, 30, 60, 90 in 120 min) izmerili absorbanco pri 
valovni dolžini 470 nm. 
 
Vsi vzorci so bili veš čas pokriti z alu-folijo in tako zaščiteni pred svetlobo.  
Slika 2: Inkubacija emulziije β-karotena brez ali z dodanim  izvlečkom nekaljenih in kaljenih konopljinih 
semen v vodni kopeli pri 50 °C. 
 
3.2.2.1 Izračun antioksidativne učinkovitosti v emulziji  
 
Pri različnih časih inkubacije smo izračunali obseg razbarvanja β-karotena v emulziji, ki je 
vseboval izvleček, tako da smo od absorbance vzorca ob času 0 (Avz 470 (t=0)) odšteli 
absorbanco vzorca ob času merjenja t = x (Avz 470 (t=x)).  
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Izračunali smo tudi obseg razbarvanja β-karotena v emulziji brez izvlečka v kontrolnem 
vzorcu, pri čemer smo od absorbance kontrolnega vzorca ob času 0 (Ak 470 (t =0)) odšteli 
absorbanco kontrolnega vzorca ob času t = x (Ak 470 (t =x)). 
 
V obeh primerih dobljena razlika predstavlja padec absorbance pri 470 nm (∆A 470 nm), 
ki smo jo uporabili za grafični prikaz rezultatov v nadaljevanju. 
 
Antioksidativno učinkovitost  izvlečkov v emulziji (AU) smo izračunali po formuli: 
 
𝐴𝑈 = [1 −
( Avz 470 (t=0)– Avz 470 (t=x))
( Ak 470 (t =0)– Ak 470 (t =x))
] × 100%                                                            ... (3) 
 
3.2.3 Statistična analiza 
 
Vsak vzorec smo analizirali v 2 paralelkah. Rezultati so podani kot povprečje obeh 
paralelk s standardno deviacijo.  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 ANALIZA DOLOČITVE SPOSOBNOSTI LOVLJENJA DPPH•   
 
Prisotni antioksidanti v izvlečkih nekaljenih in kaljenih semen so reagirali z DPPH• 
radikali. Pri poskusu smo spremljali kinetiko reakcije, pri čemer smo opazovali, kako se 
količina preostalega DPPH• spreminja s časom inkubacije. Če v reakcijski zmesi po 
določenem času preostane DPPH•, pomeni da reakcija med preiskovanim vzorcem in 
DPPH• ni potekla v celoti oz. da se v merjeni raztopini nahaja del molekul DPPH•, ki (še) 
ni reagiral s spojinami v izvlečku. Povedano drugače, večji delež preostalega DPPH•  
pomeni manjšo sposobnost lovljenja prostih radikalov.  
 
Slika 3: Delež preostalega DPPH• v reakcijski mešanici v odvisnosti od časa inkubacije nekaljenih  in 
kaljenih konopljinih semen 24, 48, 72, 96 ur.  
 
Spojina je lahko zelo močen antioksidant, vendar če ta deluje počasi, bodo imeli prosti 
radikali čas zreagirati z molekulami v organizmu in tako povzročiti škodo, še preden bodo 
zreagirali z antioksidanti. Tako nam kinetika pove, kako hitro bodo antioksidanti v našem 
preiskovanem vzorcu zreagirali z DPPH• radikalom in ga onesposobili.  
 
Iz dobljenih rezultatov (slika 3) je razvidno, da se absorbanca s časom zmanjšuje ter s tem 



























nekaljena semena kaljena semena 24 ur kaljena semena 48 ur
kaljen semenaa 72 ur kaljena semena 96 ur
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s časom inkubacije pa spremembe niso več tako drastične. Pri sami primerjavi vzorcev 
opazimo, da čas kaljenja znatno ne vpliva na hitrost reakcije z DPPH•. Malenkost izstopa 
le izvleček iz semen kaljenih 96 ur, pri katerem je lovljenje prostih radikalov potekalo 
nekoliko hitreje. Poudariti je potrebno, da smo pri vseh petih vzorcih v reakcijsko 
mešanico odmerili enak volumen izvlečka, ne glede na vsebnost fenolnih spojin v vsakem 
posameznem izvlečku. 
 
V raziskavi, ki so jo izvedli Tian in sod. (2018), so določali antioksidativno učinkovitost 
jagod, listov in vej različnih rastlin, v določenih časovnih intervalih (0,5, 1, 2, 10 min). 
Ugotovili so, da so bili najučinkovitejši listi navadnega rakitovca, ki so v prvih 30 s ulovili 
približno 90 % DPPH•, po 2 minutah pa že skoraj 95 %. V okviru našega poskusa, je po 2 
min od dodatka izvlečka iz nekaljenih semen konoplje, ostalo še kar 87 % prostega 
DPPH•, torej je bila učinkovitost v enakem obdobju precej slabša kot pri listih navadnega 
rakitovca. Po drugi strani pa je v citirani raziskavi v enakem časovnem intervalu brusnica 
izražala enako učinkovitost lovljenja DPPH• kot nekaljena konopljina semena v naši 
raziskavi in sicer 13 %. Vendar moramo poudariti, da so že po 10 min brusnici določili 
nekoliko večjo antioksidativno učinkovitost v primerjavi z našim izvlečkom iz  nekaljenih 
konopljinih semenih. 
 
Slika 4: Delež ulovljenega DPPH• v reakcijski mešanici po 30 min inkubacije za nekaljena  in kaljena 
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Slika 4 prikazuje delež ulovljenega DPPH• po 30 min, pri čemer sedaj govorimo o deležu 
antioksidantov, ki so zreagirali z DPPH• radikali. Razvidno je, da imajo nekaljena semena, 
nekoliko višjo antioksidativno učinkovitost (27 %) v primerjavi s kaljenimi 48 ur, pri 
katerih smo zaznali najnižjo učinkovitost, ki znaša 23 %. Kaljena semena 24 ur pa imajo 
takorekoč enako sposobnost lovljenja DPPH• radikalov v primerjavi z nekaljenimi. 
Antioksidativna učinkovitost pri konopljinih semenih, ki so kalila 48 ur, je manjša kot pri 
kaljenih semenih 24 ur. Do tega bi lahko prišlo zaradi pretvorbe spojin med kaljenjem. Pri 
kaljenih semenih 72 ur se začne antioksidativna učinkovitost znova povečevati in je tako 
ob koncu poskusa najvišja (36 %), kar je za približno eno tretjino več kot pri nekaljenih 
semenih in kaljenih 72 ur. 
 
Iz rezultatov lahko zaključimo, da se antioksidativna učinkovitost izvlečkov semen 
industrijske konoplje ovrednotena z metodo DPPH• tekom kaljenja prvih 72 ur ne 
povečuje, saj med izvlečki nekaljenih in kaljenih semen ni statističnih razlik. Za izboljšanje 
hranilne vrednosti konopljinih semen zadostuje šele 96 urno kaljenje. 
 
Tudi Frassinetii in sod. (2018) so ugotovili, da imajo določeno antioksidativno 
učinkovitost že nekaljena semena konoplje. Slednjim so izmerili 40 % inaktivacijo DPPH•, 
kar je približno 13 % več kot v našem primeru. Izmerili so tudi antioksidativno 
učinkovitost semen, ki so kalila 72 ur in 120 ur. Pri 72 urah je ta znašala 52 %,  pri 120 
urah pa 48 % iz česar so zaključili, da se antioksidativna učinkovitost s kaljenjem določen 
čas povečuje, nato pa nekoliko upade. Predpostavili so, da to sovpada s povečano količino 
antioksidativnih snovi, kot so vitamini, polifenoli, flavoni in flavonoidi. V primerjavi s 
našimi rezultati konopljinih semen, so v njihovi raziskavi izmerili večjo učinkovitost (npr. 
72 ur kaljenim semenom za približno 2-krat toliko). Vzrok za odstopanja lahko pripišemo 
različnim pogojem kaljenja semen, učinkovitost izvlečkov je odvisna od izbire topila za 
njihovo pripravo, razmerja med semeni in topilom, količine vzorca uporabljenega za 
analizo, vsebnosti in lastnosti antioksidantov v izvlečku, koncentracije DPPH•... Zaradi 
tega ne moremo z zagotovostjo trditi, da so bila njihova semena tudi dejansko bolj 
učinkovita.  
 
Da kaljenje poveča antioksidativno učinkovitost, so v svoji raziskavi na primeru kvinoje 
potrdili tudi Carciochi in sod. (2014). Nekaljena semena kvinoje so po 30 min inkubacije 
pokazala 14 % sposobnost lovljenja DPPH•, medtem ko so naši rezultati nekaljenih semen 
konoplje dali skoraj 2-krat boljši rezultat (27 %). Trend se je nadaljeval tudi pri primerjavi 
izvlečkov iz 24 ur kaljenih semen - izkazalo se je, da imajo konopljina semena v naši 
raziskavi boljšo učinkovitost, saj smo izmerili 28 % ulovljenih DPPH•, kvinoji pa so 
določili zgolj 17 % učinkovitost. Glede na to, da je v obeh primerih prvi dan prišlo zgolj do 
minimalnega povečanja antioksidativne učinkovitosti, je upravičenost tako kratkotrajnega 
kaljenja z ekonomskega vidika vprašljiva. Če primerjamo kaljena semena kvinoje 48 in 72 
ur s kaljenimi semeni konoplje ob istem času, opazimo da so antioksidativne učinkovitosti 
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pri obeh dokaj primerljive, saj so razlike minimalne. To nakazuje, da se v kvinoji odvijajo 
drugačni procesi kot v konoplji v enako starih semenih. Pri tem nastajajo drugačne spojine, 
ki učinkujejo različno.   
 
4.2 ANALIZA RAZBARVANJA β-KAROTENA 
 
Kot je razvidno iz slike 5, vidimo da napredovanje obsega razbarvanja β-karotena (∆A 470 
nm) s časom inkubacije narašča. Opazimo tudi, da je ob prisotnosti antioksidantov obseg 
razbarvanja manjši v primerjavi z obsegom razbarvanja v emulziji, ki ne vsebuje 
antioksidantov (kontrola). Poudariti je potrebno, da smo pri vseh petih vzorcih v emulzijo 
odmerili enak volumen izvlečka, ne glede na vsebnost fenolnih spojin v vsakem 
posameznem izvlečku. 
 
Slika 5: Graf odvisnosti spremembe absorbance od časa inkubacije nekaljenih in kaljenih konopljinih semen 
24, 48, 72 in 96 ur.  
 
V kinetiki delovanja med preiskovanimi vzorci ni opaziti bistvenih razlik. Podobno kot pri 
DPPH• metodi, lahko tudi tukaj opazimo, da je reakcija hitrejša na začetku, ko je 
razbarvanje β-karotena intenzivno,  nato pa s časom hitrost reakcije postopoma upada.  























nekaljena semena  kaljena semena 24 ur
kaljena semena 48 ur kaljena semena 72 ur
kaljena semena 96 ur kontrola
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Slika 6: Antioksidativna učinkovitost (AU) nekaljenih in kaljenih semen 24, 48, 72 in 96 ur pri 120 min 
inkubacije. 
 
Iz slike 6 lahko razberemo, da se antioksidativna učinkovitost konopljinih semen tekom 
kaljenja spreminja. Slednje lahko opazimo že takoj prvi dan kaljenja, ko antioksidativna 
učinkovitost pade v primerjavi z nekaljenimi semeni (53 %). Po 48 in 72 urah kaljenja 
opazimo porast antioksidativne učinkovitosti. Ta se drugi dan zviša v primerjavi s 
kaljenimi semeni 24 ur, tretji dan pa se še dodatno izboljša v primerjavi s kaljenimi semeni 
48 ur. Pri kaljenih semenih 72 ur je antioksidativna učinkovitost najvišja (61 %), nato pa 
zopet pri času kaljenja konopljinih semen 96 ur opazimo upad antioksidativne 
učinkovitosti. Ta se zniža za eno četrtino v primerjavi s kaljenimi semeni 72 ur.  
 
Za razliko od DPPH• metode, vidimo da se antioksidativna učinkovitost izvlečkov 
določena z metodo razbarvanja β-karotena, tekom kaljenje bistveno bolj spreminja. 
Zaključimo lahko, da je za izboljšanje njihove hranilne vrednosti konopljina semena 
najbolj smotrno kaliti 72 ur. 
 
Pri analizi kvinojinih semen (Carciochi in sod., 2014) je antioksidativna učinkovitost s 
kaljenjem ves čas naraščala, vendar spremembe niso bile tako velike kot pri metodi 
lovljenja DPPH• radikala. Avtorji prej omenjene raziskave so v primerjavi z našimi 
rezultati določili relativno visoko sposobnost zaviranja oksidacije β-karotena že pri 
nekaljenih semenih (71 %). Medtem ko ta nekoliko poraste pri kaljenih kvinojinih semenih 














nekaljena semena kaljena semena 24ur kaljena semena 48 ur
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oksidacije β-karotena je pri kaljenih kvinojinih semenih 48 in 72 ur skoraj identična in le 
za približno 1 % višja v primerjavi s kaljenimi kvinojinimi semeni 24 ur.  
 
Tudi Andarwulan in sod. (1999) navajajo, da je tekom kaljenja semen durian oreha (P. 
edule Reinw) prišlo do izboljšanja antioksidativne učinkovitosti. Opazno je, da je 
antioksidativna učinkovitost nekaljenih semen malenkost višja v primerjavi s semeni na 
začetku kaljenja. Tekom nadaljnega kaljenja pa se antioksidativna učinkovitost poveča in 
je približno 3-krat večja v primerjavi z nekaljenimi semeni.   
 
V nasprotju z izsledki naše raziskave tudi Suryanti in sod. (2016) poročajo o dvigu 
reaktivnosti antioksidantov s časom kaljenja pri rastlini Leucaena leucocephala. Ta sprva 
narašča počasi, s tretjim in četrtim dnem kaljenja pa se vsak dan poveča za približno 10 % 
in je tako najvišja četrti dan kaljenja, pri katerem znaša slabih 50 %.  
 
4.3 KORELACIJA MED DPPH• METODO IN RAZBARVANJEM β-KAROTENA 
 
Reaktivnost antioksidantov se v različnih modelnih raztopinah razlikuje, zato izbira zgolj 
ene metode določanja antioksidativne učinkovitosti za analizo nekega vzorca ni ravno 
zanesljiva. V tej diplomski nalogi smo za ovrednotenje nekaljenih in kaljenih konopljinih 
semen uporabili metodi, ki temeljita na lovljenju prostih radikalov. Obe metodi sta 
predstavljali različne pogoje za delovanje antioksidantov. Pri DPPH• metodi je reakcija 
potekala v metanolu, pri razbarvanju β-karotena pa v emulziji linolenske kisline.  
 
Če primerjamo obe metodi, se izkaže, da je bila boljša učinkovitost antioksidantov pri 
nekaljenih in vseh kaljenih izvlečkih v heterogenem sistemu, torej pri razbarvanju β-
karotena. Slednje pomeni, da je dodatek ustrezno kaljenih konopljinih semen v živila, ki so 
običajno v obliki emulzije, smiseln. 
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Slika 7: Korelacija med antioksidativno učinkovitostjo izmerjeno z metodo razbarvanja β-karotena (AU) in 
deležem ulovljenega DPPH•. 
 
Iz slike 7 je razvidno, da je v tem diplomskem delu korelacija med antioksidativno 
učinkovitostjo, ki smo jo določili z metodo razbarvanja β-karotena in deležem ulovljenih 
DPPH•, slaba. Opazimo lahko, da je naklon premice negativen. To pomeni, da so vzorci, ki 
so se pokazali kot bolj uspešni lovilci DPPH•, zoper peroksilnim radikalom manj 
učinkoviti in obratno. Iz izračunanega koeficienta korelacije (r = 0,44) lahko zaključimo, 
da na podlagi rezultatov analize določanja lovljenja radikalov DPPH•, ne moremo 
predvideti, kako uspešen bi bil taisti izvleček konopljinih semen v testu razbarvanja β-
karotena. Oziroma, povedano drugače, z ugotavljanjem korelacije med obema metodama 
smo upravičili uporabo več kot ene metode določanja antioksidativne učinkovitosti.   
 
  
y = -0,2363x + 40,306 













Wulovljenega DPPH• (%) 
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V okviru diplomske naloge smo določili antioksidativno učinkovitost nekaljenih in 
kaljenih semen industrijske konoplje. Uporabili smo dve metodi, ki imata različen 
mehanizem delovanja.  
 
Na podlagi dobljenih rezultatov, lahko predpostavimo sledeče: 
 
 Antioksidativna učinkovitost nekaljenih in kaljenih semen se razlikuje. 
 
 Med kaljenimi semeni 24, 48 in 72 ur ni razlik v sposobnosti lovljenja DPPH•, za 
povečanje antioksidativne učinkovitosti konoplje v homogenem okolju je semena 
potrebno kaliti 96 ur. 
 
 Čas kaljenja različno vpliva na učinkovitost izvlečkov zoper razbarvanje β-
karotena, za boljše učinkovanje izvlečkov v emulziji zadostuje 72 urno kaljenje 
semen.  
 
 Pri analizi izvlečkov v homogenem in heterogenem okolju opazimo razliko v 
antioksidativni učinkovitosti. 
 
 Kinetika antioksidativnega delovanja se med preiskovanimi vzorci bistveno ne 
razlikuje.  
 
 Pri primerjavi obeh metod, korelacije med njima ni opaziti oz. je ta zelo slaba.  
 
Rezultati raziskovalnega dela so le deloma potrdili naše hipoteze.  
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Namen diplomskega dela je bil določiti antioksidativno učinkovitost industrijske konoplje 
(Cannabis sativa L.). Antioksidativno učinkovitost smo določili izvlečkom iz nekaljenih 
semen in kaljenih 24, 48, 72 in 96 ur. Uporabili smo metodo določanja sposobnosti 
lovljenja DPPH• radikala in metodo razbarvanja β-karotena. Pri metodi DPPH• smo 
rezultate podali kot delež preostalega DPPH• pri različnih časih inkubacije ter delež 
ulovljenega DPPH• po 30 min inkubacije. Pri metodi razbarvanja β-karotena smo z 
večkratnim merjenjem med inkubacijo vzorcev pri 50 °C opazovali padec absorbance pri 
ustrezni valovni dolžini ter antioksidativno učinkovitost izrazili z upoštevanjem podatka, 
kolikšen je bil obseg razbarvanja β-karotena po 120 min inkubacije glede na emulzijo, ki ni 
vsebovala izvlečka. 
 
Pri metodi DPPH• se je izkazalo, da tekom kaljenja antioksidativna učinkovitost ves čas ne 
narašča, kljub temu, da je bila ta zadnji dan kaljenja najvišja (36 %). Drugi dan kaljenja je 
upadla na 23 % ulovljenih DPPH• in bila tako nižja od nekaljenih semen, katerih 
antioksidativna učinkovitost znaša 27 % ulovljenih DPPH• radikalov.  
 
Analiza vzorcev z metodo β-karotena je pokazala nekoliko drugačne rezultate. Tu ni 
opazne takšne rasti antioksidativne učinkovitosti med kaljenjem kot pri metodi z DPPH•. 
Že pri kaljenih semenih 24 ur antioksidativna učinkovitost pade v primerjavi z nekaljenimi 
semeni. Po 48 urah kaljenja pride do zvišanja sposobnosti antioksidantov, saj opazimo 
porast antioksidativne učinkovitosti, katera pri  kaljenih semenih 72 ur znaša 61 %, nato pa 
po 96 urah kaljenja zopet pade na dobrih 44 %.  
 
Pri primerjavi kinetike lovljenja radikalov med vzorci večje razlike ni opaziti. Razvidno je, 
da je pri obeh metodah na začetku reakcija hitrejša, nato pa se začne s časom 
upočasnjevati.  
 
Na koncu pridemo do ugotovitve, da na podlagi teh rezultatov ne moremo trditi, da obstaja 
korelacija med obema metodama. Vendar lahko trdimo, da je zadosti dolgotrajno kaljenje 
povečalo antioksidativno učinkovitost konopljinih semen.  
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